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@ Optischer Biosensor 

(§) Ein neuer optischer Biosensor auf der Basis des Fluores- 
zenz-Energietransfers besteht aus 

a) einem fasten Trager, 

b) einer auf a) angebrachten ein- oder mehriagigen Lang- 
muir-Blodgett(LB)-Schicht. 

c) mindestens einem Ftuoreszenzfarbstoff F,, der in minde- 
stens einer der oberen 4 Lagen der LB-Schicht angeordnet 

ist, 

d) einem zur spezifischen Wechselwirkung befahigten Mote- 
kul (Rezeptor), das in oder an der obersten Lage der 
LB'Schicht gebunden oder angeordnet ist, und 

e) einem mobiien Fluoreszenzfarbstoff Fj, dessen Anre- 
gungsbande fur einen Energietransfer ausreichend mit der 
Emissionsbande von F^ uberlappt und der 

el) kovalent an einen Liganden gebunden ist, der an den 

Rezeptor bindungsfahig ist oder der 
^ e2) kovalent an einen anderen Rezeptor gebunden ist, der an 
^ den Komplex aus erstem Rezeptor und Ligand bindungsfa- 
^ hig ist. 

wobei der Ugand bzw. der Ligand und der zweite Rezeptor 
^» zunachst nicht an die LB-Schicht gebunden sind. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriffi einen optischen Biosensor mit einem neuanigen Aufbau fQr eine Detek- 
tionsmethode fur Molekule, die mit einem Fluoreszenzfarbsioff markiert sind, zur Erkennung geloster Substan- 
5 zen Oder geldster Analyte, die sich beispielsweise wie Antigen und Antikdrper verhalten. Es handelt sich hierbei 
urn einen Festphasensensor mit Fluoreszenzfarbstoff. der einen EnergietransferprozeB auf ein zu detektieren- 
des, mit einem zweiten Ruoreszenzfarbstoff markiertes Molekiil eriaubt. 

Es gibt verschiedene Methoden, Analyten, wie Hormone, Enzyme, andere Froteine, Kohlenhydrate, Nuclein- 
sauren, pharmakologische Wirkstoffe. Toxine und andere, in fliissigen Proben biologischen Ursprungs nachzu- 

10 weisen. Unter den bekannten Methoden ragen speziell Immunoassays als eine emprindliche Nachweismethode 
zur Bestimmung sehr kleiner Mengen organischer Substanzen heraus. Immunoassay-Methoden beruhen allge- 
mein auf der Fahigkeit eines RezeptormolekQls, beispielsweise eines Antikdrpers. die Struktur und molekulare 
Organisation eines Ligandenmolekuls, sei sie durch unpolare und/oder polare Wechselwirkungen definiert, 
spezifisch zu erkennen und dieses Molekul auf derartige Weise ganz spezifisch zu binden. 

15 Immunoassays werden mit verschiedenen Methoden durchgefiihrt. Dazu zahlen der Einsatz verschiedener 
Markierungstechniken, meist radioaktiver, enzymgekoppelter und auch fluoreszierender Naiur (Methods in 
Enzymology. 74 (1981), 28 - 60). 

Einige dieser bekannten Immunoassay-Methoden beinhalten die Verwendung von Fiuoreszenzfarbstoff-Mo- 
lekulen Fi, die in der Lage sind, Licht einer Wellenlange \\ zu absorbieren und Licht einer zweiten, grdBeren 

20 Wellenlange X2 zu emiitieren. In Gegenwart eines anderen Fluoreszenzfarbstoff-MoIekQls F2 erfolgt unter 
bestimmten Bedingungen nach der Anregung von Fi durch Licht der Wellenlange Xi eine strahlungslose 
Energieubertragung auf F2, der dann seinerseits Licht einer dritten, noch grdOeren Wellenlange X3 emittiert 

Dieses Prinzip des Energietransfers ist von Fdrster in der Theorie beschrieben worden und ist Anregung fQr 
vielerlei mdgliche Anwendungen gewesen (Annual Reviews in Biochemistry 47 (1978), 819 -846). Eine wichtige 

25 Eigenschaft dieses Energietransfers ist dabei seine Abstandsabh^ngigkeit Die Wirksamkeit der Energieubertra- 
gung nach Fdrster wird durch den kritischen Radius Ro, namlich den Abstand zwischen Donor und Akzeptor, 
beschrieben, bei dem der intermolekulare Energietransfer gleich wahrscheinlich wie die Summe aller anderen 
Desaktivierungsprozesse des Donors ist. Dieser Abstand betragt etwa 50- 100 A. 
Es sind bereits Immunoassays beschrieben worden, die auf der AusnUtzung des abstandsabhSngigen Energie- 

30 transfers beruhen. So wird in EP 1 50 905 ein in homogener Losung arbeitender Immunoassay beschrieben, in 
dem Analyt bzw. Antigen mit einem Fluoreszenzfarbstoff Ft markiert und der dazu spezifisch bindende Antikdr- 
per mit einem Fluoreszenzfarbstoff F2 versehen wurde. Zum Nachweis der spezifischen Bindung und damit als 
analytische Methode wird die Tatsache genOut, daB beim Einstrahlen von Licht der Wellenlange k\ eine 
Emission der Wellenlange X3 nur dann beobachtet werden kann, wenn Analyt und Antikdrper in ausreichender 

35 Konzentration in fQr eine Energiefibertragung nach Fdrster geniigend kleinem Absund vorliegea Dies ist nur 
dann der Fall, wenn Analyt und Antikdrper eine spezifische Bindung eingegangen sind 

In einem anderen Beispiel wird einer der beiden markierten Bindungspartner an einer Festkdrperoberflache 
angebracht und der entsprechend spezifisch bindende Partner aus einer homogenen Ldsung gebunden. Wieder 
erfolgt der Nachweis der spezifischen Bindung, wie oben bereits eriautert, durch einen entsprechenden Energie- 

40 transfer mittels der Evanescent-wave-Technologie (Nature 320(1986), 179-181), 

Sowohl der hier erwahnte Energietransfer in homogener Ldsung als auch der beschriebene Festphasen-Im- 
munoassay mit Energietransfer haben prinzipiell den Nachteil, daB die spezifisch miteinander bindenden Mole- 
kule jeweils mit einem der beiden notwendigen Fluoreszenzfarbstoffe Fi bzw. F2 markiert werden mtissen und 
gemaB Nature 320(1986), 179-181 ein Verhaltnis Fi : F2 von maximal 2 : 1 gestatten. 

45 Es sind bereits Methoden beschrieben worden, mit denen die durch das Verhaltnis der beiden Fluoreszenz- 
farbstoffe Fi und F2 limitierte Empfindlichkeit des fluoreszenzspektroskopischen Nachweises zu verbessern 1st. 
So wird in EP 1 74 744 vorgeschlagen, mehrere organische Farbstoffmolekiile gleichzeitig an ein Hchtsammeln- 
des" Protein kovalent zu binden, d h. es erfolgt ein Energietransfer mehrerer organischer Farbstoffmolekule an 
nur ein Akzeptormolekiil, namlich in EP 1 74 744 ein Phycobiliprotein (Allophycocyanin). Dieses MolekQlsystem 

50 wiederum wird dann als ein "Marker** fur andere biologische Molekule vorgeschlagen. Die Methode wird 
begrenzt durch das Farbstoff : Protein-Kupplungs verhaltnis. 

Weiterhin ist ein Nachteil der aufgefuhrten Systeme dadurch gegeben. daB komplementare Systeme jeweils 
spezifisch markiert werden mussen und damit nicht vielseitig verwendet werden kdnnen. Ein weiterer Nachteil 
dieser in heterogener Phase aufgebauten Systeme ist die spezielle verwendete Evanescent- wave-Technik. Zu- 

55 dem ist die Fixierung der spezifisch bindenden Molekule an die Festkdrperoberflache iiber ein System aus 
Kupplungskomponente/Antikdrper/Antigen/Antikdrper praparativ sehr aufwendig. Ein weiterer prinzipieller 
Nachteil dieser Festphasen-Technologie bei Immunoassays ist die reproduzierbare Herstellung von Beschich- 
tungen der Testmatrix mit den Reaktanden der Immunreaktion. Fur analytische Methoden ist jedoch neben 
Empfindlichkeit und Selektivitat bezuglich einer Zielsubstanz die Reproduzierbarkett der Detektionsmethode 

60 ein wesentliches Qualitatsmerkmal. 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen neuartig aufgebauten Sensor f(ir eine Detektionsmethode von mit 
Fluoreszenzfarbstoff markierten MolekQien zur Erkennung dieser geldsten Substanzen oder Analyte durch 
Energietransfer mit einer einfachen Fluoreszenztechnik und gesteigerter Empfmdlichkeit in der Detektion sowie 
vielseitiger Anwendung bei unterschiedlichen Aufgaben und reproduzierbarer Herstellungsmdglichkeit fur an 

65 Festkdrperoberflachen gebundene Schichten. Neben dem deutlichen Gewinn an Sensitivit^t werden alle oben 
aufgefuhrten Nachteile gleichzeitig vermieden. 

Die Erfindung betrifft einen optischen Biosensor auf der Basis des Fluoreszenz-Energietransfers, bestehend 
aus 
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a) einem festen Trager. 

b) einer auf a) angebrachten ein- oder mehrlagigen Langmuir-Blodgett(LB)-Schicht, 

c) mindestens einem Fluoreszenzfarbstoff Fi, der in mindestens einer der oberen 4 Lagen der LB-Schicht 
angeordnet ist, 

d) einem zur spezifischen Wechselwirkung befahigten Rezeptor-Molekiil, das in oder an der obersten Lage 5 
der LB-Schicht gebunden oder angeordnet ist, und 

e) einem mobiien Fluoreszenzfarbstoff F2, dessen Anregungsbande fiJr einen Energietransfer ausreichend 
mitder Emissionsbande von Fi uberlappt und der 

el) kovalent an einen Ugandan gebunden ist, der an den Rezeptor bindungsfahig ist oder der 

e2) kovalent an einen anderen Rezeptor gebunden ist, der an den Komplex aus erstem Rezeptor und 10 

Ligand bindungsfahig ist, 

wobei der Ugand bzw. der Ligand und der zweite Rezeptor zun&chst nicht an die LB-Schicht gebunden 
sind. 

Als Trager kommen alle dem Fachmann bekannten fur die LB-Technik geeigneten Trager in Frage» wie Glas, 15 
Quarzglas, weitere Glaser, wie Li-niobat» Zinkselenid, Porzellan, Halbleitermaterialien, wie Germanium, GaAs 
oder Silizium sowie Metalle. 

Weiterhin sind geeignet: Kunststoffe, wie Polymethylmethacrylat, Polycarbonat, Polystyrol und andere sowie 
metallisierte Kunststoffe. Die festen Tragermaterialien konnen vor der Beschichtung auch oberflachenmodiH- 
ziert werden, beispielsweise Glas oder Quarz oder Silizium durch Vorbehandlung mit Trichlormethylsilan, 20 
Dichlordimethylsilan, Trichloroctadecylsilan, Hexamethyldisiiazan oder durch Plasma^tzung bzw. Piasmapoly- 
merisation. In bevorzugter Weise handeit es sich um Trager aus gegebenenfalls oberflachenmodifiziertem Glas, 
Quarzglas, Silizium. Kunststoff oder eine metallisierten Kunststoff. Weiterhin bevorzugte Trager sind optisch 
transparent Alle Tragermaterialien sind weiterhin durch eine gieichmSBige Oberfldche, bevorzugt durch eine 
ebene Oberfl^che, ausgezeichnet 25 

Auf solche Trager werden mit Hilfe der LB-Technik eine oder mehrere monomolekulare Schichten aufge- 
bracht. Unter LB-Technik wird im folgenden ein Verfahren zur Obertragung von monomolekularen Schichten 
von einer Flussigkeits-{Wasser-) oberflache auf einen festen Trager nach dem Langmur-Blodgett- Verfahren 
verstanden. Dazu taucht man in an sich bekannter Weise einen festen Trager mit im wesentlichen glatter 
Oberflache durch einen komprtmierten monomolekularen Film auf der FlOssigkeitsoberfliche und ubertr&gt 30 
dadurch diesen Film auf den Trager. 

Durch mehrmahliges Ein- und Austauchen lassen sich hierdurch Mehrschichtsysteme herstellen. Die Schicht 
auf der Fliissigkeitsoberflache kann nach jedem Tauchvorgang ausgetauscht werden, so da6 unterschiedliche 
Folgen von Schichten auf dem Trager herstellbar sind. 

Das Ein- bzw. Austauchen kann senkrecht oder schr^lg zur Flussigkeitsoberfl^che erfolgen. Des weiteren kann 35 
gemaB der Langmuir-Schafer-Technik der Trager auch punktuell oder mit einer Kante die FIQssigkeitsoberfla- 
che berQhren und dann auf die Flussigkeitsoberfl^che geklappt werden. SchlieBlich kann der Trager auch 
parallel auf die Flussigkeitsoberflache abgesenkt werden ("horizontal dipping"). 

Die Obertragung fmdet bei einer Temperatur von 5-40** C, bevorzugt bei Raumtemperatur, statL 

Diese geordneten LB-Schichten k5nnen aus niedermolekularen und/oder polymeren Amphiphilen, bevorzugt 40 
aus polymeren Amphiphilen, bestehen und kovalent gebundene Fluoreszenzchromophore/farbstoffe und/oder 
amphiphile Fluoreszenzchromophore/farbstoffe, die im folgenden als Fi bezeichnet werden, enthalten. 

Weiterhin sind in diesen LB-Schichten funktionelle Molekule als Rezeptoren, beispielsweise Glykolipide, 
Poly- und Oligonukieotide. Proteine oder Fragmente derselben, Haptene und andere, enthalten oder damit 
kovalent verkniipft An diese Rezeptoren kann nun eine spezifische Bindung eines hierzu komplement^ren 45 
Molekiils (Ligand), wie eines Lectins, eines Antigens, eines Antikdrpers und anderer, das mit einem zweiten, zu 
Fi fOr einen Energietransfer passenden Fluoreszenzfarbstoff F2 markiert ist, erfolgen. Im Falle der Bindung 
zwtschen Rezeptor und Ligand soil zwischen Fi und F2 der sogenannte Forster-Abstand, wie er fur den oben 
beschriebenen Energietransfer notig ist, eingehalten werden. Diese Bedingung wird durch die Anwendung der 
LB-Technik gew^hrleistet, die eine gezielte molekulare Architektur, insbesondere in Dimensionen des hier 50 
interessierenden Bereiches von etwa 10 - 100 A, gestattet Wird das im Vorangegangenen beschriebene System 
nun mit Licht der Wellenl^ge Xi angeregt, so I^Qt sich eine Emission des Ftuoreszenzfarbstoffes F2 mit einer 
Wellenl^nge X3 detektieren. die als Nachweis fiir die Bindung des mit F2 markierten Molekiils an der Sensor- 
oberflache. die mit Fi dotiert ist. gilt Die Anregung mit Licht der Welleniange X| kann so erfolgen, daB Fi in der 
LB-Schicht durch den optisch transparenten Trager hindurch in Transmission oder durch Evanescent-wave- 55 
Technik, wenn der optisch transparente Triger als Lichtleiter fungiert, oder aber durch Auflichtbestrahlung 
angeregt wird 

Die spezifische Wechselwirkung zwischen 2 zueinander komplementaren Molekulen ist dem Fachmann auf 
dem Gebiet von biologisch. biochemisch und ganz besonders medizinisch (physiologisch) bedeutsamen Molekii- 
len. etwa der oben genannten Art, bekannt. Solche Wechselwirkungen gehen letzendlich auf ionische Bindungen, 60 
Wasserstoffbriickenbindungen und van der Waalssche ECrafte zuruck, die jedoch im Bereich der oben genantnen 
Molekule nur bei speziellen r^umlichen (sterischen) Gegebenheiten wirksam werden (SchlQssel-Schlod-Theo- 
fie). SelbstverstHndlich kann der erfrndungsgemaBe Optische Biosensor auch zur Erkennung spezifischer Wech- 
selwirkungen ohne solche speziellen rHumlichen Gegebenheiten eingesetzt werden; dieser Einsatz ist insbeson- 
dere zur Oberprufung der Funktionstuchtigkeit. der MeBgenauigkeit und anderer Eigenschaften des erflndungs- 
gemaBen Optischen Biosensors wichtig. 

Der so beschriebene Sensoraufbau kann in dieser Funktion nicht nur einen in Losung vorhandenen Analyten, 
der mit Fluoreszenzfarbstoff F2 markiert ist, nachweisen; der Sensoraufbau kann auch genutzt werden, um in 
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einer kompetitiven Funktionsweise einen nicht fluoreszenzmarkierten Analyien nachzuweisen. Hierzu werden 
bei der Praparation des Sensors die spezifisch bindenden Stellen der funktionellen Molekiile in der LB-Schicht 
mil fluoreszenzmarkierien. komplementar bindenden Molekulen abgesattigt Man beobachiet dann bei Anre- 
gung mit Licht der Wellenlange X] eine maximale Fluoreszenz-Emission der Wellenlange X3, deren Abnahme 

5 iiber einen zeitlichen Verlauf beobachtet werden kann, wenn bei Kontakt mit der zu untersuchenden Ldsung die 
mit F2 fluoreszenzmarkierten, komplementar bindenden Molekiile in einer Gleichgewichtsreaktion durch nicht 
Huoreszenzmarkierte, komplementar bindende Molekiile des gleichen Typs verdrSngt werden. 

FQr den Aufbau von LB-Schichten verwendet man amphiphile MolekOle, d. h. MolekQle. die ein hydrophiles 
Ende (einen "KopP) und ein hydrophobes Ende (einen "Schwanz*) haben. Solche amphiphiien Molekule konnen 

10 niedermolekulare Verbindungen mit einem Molekulargewicht von bis etwa 2000 g/mol seia In einer weiteren 
Variante konnen diese niedermolekularen Amphiphile polymerisationsf&hige bzw. zur Polykondensation und 
Polyaddition bef^higte funktionelle Gruppen enthalten, so daB nach dem Aufbau der LB-Schichten aus nieder- 
molekularen Amphiphiien in einer nachlraglichen Reaktion in der LB-Schicht diese Amphiphile zu hochmoleku- 
laren Verbindungen verkniipft werden konnen. Diese nachtrsigliche Reaktion zu hochmolekularen Verbindun- 

15 gen ist deshalb von VorteiK weil LB-Schichten aus polymeren Amphiphiien hdhere thermische und mechanische 
Stabilit^ten aufweisen. 

Besonders elegant lassen sich LB-Fiime aus amphiphiien Polymeren herstellen, indem man die Verknupfung 
der amphiphiien Einheiten herbeifuhrt, bevor diese dann in bekannter Weise auf der Riissigkeitsoberflache zu 
LB-Folien gespreitet werden. Die Verwendung solcher prapolymerisierter amphiphiler Poiymere vermeidet so 
20 eine durch nachtragliche Polymerisation im LB-Film mogliche Stdrung des einmal hergesteltten Ordnungszu- 
standes. 

Beispiele fOr poiymere Amphiphile, wie sie ftir den erfindungsgem^Ben optischen Biosensor geeignet sind* sind 
a-Olefin-Maleinsaureanhydrid-Copolymere (British Polymer Journal 17 (1985)» 368 ff ; ]. Macromol Sci.-Phys. B 
23 (1 985). 549 - 573). Polyoctadecyl-methacrylat, Polyvinylstearat (J. Coll. Interface Sci. 86 (1 982). 485), Polyvinyl- 
25 phospholipide (Angew.- Chem. 100 (1988), 117-162), Cellulose-tristearat, amphiphile Polyamide (DE-OS 
38 30 325) und Acrylamid-Copolymere, In bevorzugter Weise fiir die Herstellung stabiler LB-Schichten sind 
Polyurethane gemaB DE-OS 38 27 438 und Polyester gemaB DE-OS 38 30 862. Unier den polymeren Amphiphi- 
ien sei weiterhin ganz besonders auf statistische Poly(alkylmethacrylat)-Copolymere des folgenden Typs verwie- 
sen, die in ihrer Zusammensetzung breit variierbar sind: 
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R^ R2 und R^ unabhangig voneinander Wasserstoff oder Methyl darstellen, 
45 R'* geradkettiges Cm— C22-Alkyl ist, 

R5 das Wasserstoff-, Natrium- oder Kaliumion ist oder eine der Gruppen 
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darstellt. 

65 R^ ein dem Fachmann bekannter Fluoreszenzchromophor ist, wie er weiter unten dargestellt ist, und 
X einen Wert von 0,2 - 1 , 
y einen Wert von 0 - 0.8 und 

z einen Wert von 0-0,2 annimmt, wobei die Summe x 4- y -I- z = I betragt. 
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In bevorzugter Weise sind x und y etwa gleich. 
Beispiele fur Polymere der Formel (I) sind die folgenden: 
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Bei den hier beispielhaft genannten Substanzen fur LB-Mono- und -Multischichten ist der Fluoreszenzchro- 
mophor an das amphiphile Polymer kovaient geknupft Wenngleich diese Anordnung die grdOtmogliche Stabili- 
tat der Ft enthaltenden LB-Schichten ermoglicht, ist es aber auch rndglich. Fi enthaltende LB-Schichten durch 
Cospreiten eines amphiphilen Polymers mit amphiphilen Fluoreszenzfarbstoffen auf der Wasseroberfiache vor 
dem Beschichtungsvorgang zu erzielen. Als Beispiele fur soiche amphiphile Fluoreszenzfarbstoffe, die mit 
amphiphilen Polymeren. welche keine Chromophore enthalten, gemeinsam eingesetzt werden kdnnen, sind etwa 45 
Cyaninf arbstof fe der Typen 
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Wasserstoff oder Methyl bedeutet und 

und R^ unabhangig voneinander fur geradkettiges Ci — C22-Alky] stehea 

Weitere Beispiele ftir dem Fachmann grunds^tzlich bekannte und erfindungsgemaB einsetzbare Fluoreszenz 
farbstoffe sind Farbstoffe der folgenden Typen: 
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55 Diese Aufzahlung ist nur beispielhaft Weitere amphiphile Fluoreszenzfarbstoffe sind beschrieben in der 
Monographic Physical Methods of Chemistry. Vol. 1. Part 3B, S. 577 ff, John Wiley. New York 1972. Will man 
solche amphiphile Fluoreszenzfarbstoffe in LB-Schichten einbringen. muB auf eine gleichmaBige Verteilung des 
Farbstoffs in der gesamten Schicht geachtet werden. So ist zu vermeiden. da& die Obertragung einzelner 
Schichten je nach Temperatur (typisch 5-40°, vorzugsweise etwa 20° C) bei einem solchen angelegten Schub 

60 erfolgt, bei dem ein Coexistenzbereich der festanalogen- und fliissiganalogen Phase durchlaufen wird Dies ist 
wichtig, da der amphiphile Ruoreszenzfarbstoff in der Regel in den beiden Phasen nicht die gleiche Ldslichkeit 
besitzt und so inhomogene. fQr die Sensoranwendung weniger geeignete Schichten gebildet werden. Diese 
Erscheinung ist bei LB-Schichten aus niedermolekularen Substanzen bekannt (Angew. Chem. 100 [1988]. 750); 
auch bei polymerisierten Phospholipiden ist diese Erscheinung beobachtet worden (Polymer Sci. 267 [1989], 

65 97-107). 

Bei der Herstellung erfindungsgemaBer optischer Biosensoren wurde Oberraschenderweise gefunden, daB 
LB-Schichten aus Polymeren der Formel (11) beim Aniegen von Schuben bis zum Zusammenbruch der LB- 
Schicht bei >45 mN/m Schub nicht zur Ausbildung phase nseparierter Domanen neigen. Dies gilt neben Poly- 
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meren der Formel (II) auch FQr eine Mischung aus einem Polymer vom Typder Formel (V) und einem Farbstoff, 
beispielsweise der Formel (IVa), wobei das Polymer vom Typ der Formel (V) als "Matrix" anzusehen ist, in 
welcher sich 0,1 bis 25 Mol-% des amphiphilen Farbstoffs aufhalten kdnnen, wobei beim Polymer die Wiederho- 
lungseinheiten zur Berechnung der Molprozente herangezogen werden: 



CH, 
I 

-(CH,-C-)„ 
CO 



CHj 



— (CH,— C— )„ 



I 



CO 



10 



O 

I 

C11H37 



o 

I 

CH2 

I 

CH — O 



(V) 



CHj— O 



\ 

< 



C(CH,h 



15 



20 



worm 

m Werte von 0,25— 1 und 
n Werte von 1 — m annimmt. 



25 



In bevorzugter Weise nimmt m Werte von 0,4 - 0.6 an. 

Derart hergestellte LB-Schichten zeigen sowohl auf Wasser als Subphase als auch nach dem Obertragen auf 
einen festen Trager Hchtmikroskopisch homogene Schichten ohne Stdrungen und sind fur die erfindungsgemi- 
Ben Biosensoren besonders geeignet. 

Bei Systemen mit phasenseparierten Domanen kann aber auch eine hohe Empfindlichkeit des erfindungsge- 
mlLBen optischen Biosensors erreicht werden, wenn Fluoreszenzfarbstoffe Fi als Donor in LB-Schichten ver- 
wendet werden. die aufgrund ihres speziellen Verhaltens Aggregate mit fluoreszenzspektroskopischen Eigen- 
schaften bilden, die von denen des monomeren Farbstoffs sehr verschieden sind und die sich in der Regel durch 
eine entsprechend schdrfere und intensivere Absorptionsbande und entsprechend schSlrfere und intensivere 
Fluoreszenz-Emtssionsbande auszeichnen. Solche Aggregate sind dem Fachmann als J-Aggregate oder Scheibe- 
Aggregate bekannt (Physical Methods of Chemistry, Vol 1. Part 3B, S. 579. John Wiley, New York 1972). Mit 
dem speziellen Verhalten solcher J-Aggregate kann zum einen eine sehr hohe Farbstoffdichte Fi in den 
LB-Schichten und zum anderen aufgrund der starken Absorption von Licht der Wellenlange Xi eine hohe 
Energiedichte, die nach der Theorie von Fdrster auf entsprechende Molekule F2 Obertragen werden kann, 
erreicht werden. Die geringe Halbwertsbreite der Emissionsbande bedeutet sowohl einen Verstarkungseffekt 
des MeBsignals, als auch eine Verminderung der Stdrstrahlung durch geringere Oberlappung der Emissionen 
von Fi mit F2. 

Fluoreszenzfarbstoffe, die in LB-Schichten in der Lage sind, ]• Aggregate zu bilden,sind in der obengenannten 
Literatur beschrieben worden. Beispielhaft seien genannt:Cyaninfarbstoffe und Merocyanine. 

Der Einbau funktioneller Molekule in die den Ruoreszenzfarbstoff Ft enthaltende LB-Schicht kann auf 
unterschiedliche Art und Weise erfolgen: 



35 



40 



45 



- Das funktionelle Moiektil kann kovalent, gegebenenfalls unter Verwendung von Spacer-MolekQlen, an 50 
die LB-Schicht gekniipft sein, sei es von Beginn des Spreitungsvorganges auf der Wasseroberfl^che an oder 
durch eine nachtr^gliche Kupplungsreaktion an die LB-Schicht entweder auf der Subphase oder nach 
Aufbringen der LB-Schicht auf einen festen Trager. 

- Das funktionelle MolekUl kann als Amphiphil mitgespreitet und so physikalisch mit "Anker" in die 
LB-Schicht eingebaut werden. 55 



Fur beide Einbauvarianten sind aus der Literatur Methoden bekannt. Beispielsweise kann die Verknupfung 
biologischer funktioneller Gruppen an LB-Schichten auf feste Trager in analoger Weise zu den aus der Bioche- 
mie dem Fachmann bekannten Immobilisierungsmethoden erfolgen (Methods in Enzymology, Vol. 135 und Vol 
136 (1987)). Mit langen Alkylketten versehene Molekflle werden in DE-OS 35 46 150 als Membrananker-Wirk- 60 
stofficonjugate in groBer Auswahl genannt und kdnnen durch Cospreiten auf der Subphase in den LB-Film 
eingebaut werden. Als ein Beispiel ftir solche amphiphile funktionelle MolekQle seien Glykolipide, beispielsweise 
Ceramide, genannt. Weitere Beispiele sind AntikQrper/Antigen-Systeme sowie komplement^re Nucleotidse- 
quenzen. Eine groBe Anzahl solcher Beispiele ist dem Fachmann bekannt ( Angew. Chem. 1 00 ( 1 988), 117 — 1 62). 

Entscheidend fOr die Steigerung der Empfindlichkeit des Sensorsystems ist ein mdglichst hohes Verhaltnis es 
Fi : F2 innerhalb des "Fdrster-Radius" und damit eine entsprechende Verstarkung des Fluoreszenzsignals eines 
mit F2 markierten Molekuls nach erfolgter Bindung an eine mit Fi dotierte Oberflache. Es ist demnach vorteil- 
haft, moglichst viele Fi-Chromophore in den obersten LB-Schichten, insbesondere in den obersten vier Lagen 
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einzubringen. In besonders bevorzugter Weise ist der Farbstoff Fi in mindestens einer der beiden oberen Lagen 
angeordnet 

Wenngleich in der Fluoreszenzspektroskopie iiblicherweise Konzentrationen an Fluoreszenzfarbstoff unter 
1% verwendet werden, um Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Farbstoff molekulen und damit Anderun- 

5 gen ihres Fluoreszenzverhaltens zu vermeiden, Ist es im erfindungsgemafien optischen Biosensor dennoch 
vorteilhaft, den Fluoreszenzfarbstoff Fi in hohen Konzentrationen in die LB-Schichten einzubringen. Insbeson- 
dere polymere amphiphile Fluoreszenzfarbstoffe zeigen eine geringere Tendenz zur Eigenloschung und Excime- 
renbildung bei Farbstoffkonzentration von 0.1 - 25 Mol-%. Der gleiche Konzentrationsbereich erweist sich 
auch als vorteilhaft fur den Fall. daB isolierte Chromophore gleichmaBig in der LB-Schicht verteilt sein sollen. Im 

10 besonderen Fall der Schelbe-Aggregate ist hingegen die Asoziation von Chromophoren erwQnscht Diese 
Assoziation tritt bevorzugt bei Farbstoffkonzentrationen oberhalb von 25 Mol-% bis zu 100 Mol-% (ohne 
polymere Matrbc)ein. 

Der erfindungsgemaBe optische Biosensor zeigt weiterhin den Vorteil. daB unabhangig von den in die Schicht 
der festen Phase eingebrachten funktionellen Molekulen der fiir das Prinzip des Energietransfers erforderliche 
15 Farbstoff Fi frei wahlbar in weiten spektralen Bereichen in die LB-Schicht eingebracht werden kann. Dies 
bedeutet. daB zum einen das funktionelle Molektil nicht spezifisch mit Fi markiert werden muB und zum anderen 
der spektrale Bereich von Fi optimal fOr einen Energietransfer auf den als Marker verwendeten Farbstoff F2 
abgestimmt werden kann. Beispiele von Paaren sind: 



a) Polymer (Ila) TRITC 

25 b) Cyanin(mb)mit TRITC 

X - Y - O, R' - H, 

R8 » R9 = C,8H37 

c) Cyanin (Ilia) mit FITC 
X « Se. Y = S. 

30 R7 - CH3, R* = R» = C18H37 

TRITC = Tetramethytrhodamin-isothiocyanat 
FITC = Fluorescein-isothiocyanat 



35 Im erfindungsgem^Ben optischen Biosensor wird wie beschrieben die Steigerung der Empfindlichkeit des 
fluoreszenzspektroskopischen Nachweises dadurch erreicht,daB eine mdglichst hohe Farbstoffkonzentration Ft 
in die LB-Schicht eingebracht wird und somit mehrere Molektile Fi in den fQr den Energietransfer auf ein an die 
Schicht gebundenes MolekOl F2 notwendigen "Fdrster-Radius*" gelangen. Dieser Aufbau, eine mdglichst hohe 
Farbstoffdichie Fi im LB-Schichtsystem neben dem Rezeptor. erlaubt im Gegensatz zu den bisherbekannten, 

40 auf Energietransfer beruhenden Nachweismethoden eine viel gunstigere Ausnutzung dieses MeBprinzips und 
damit eine deutlich erhohte Empfindlichkeit, weil pro Rezeptor-Molekul eine viel hohere Anzahl an Farbstoff- 
molekiilen vorhanden sein kann als bei einer direkten Fluoreszenzmarkierung des Rezeptor-Molekuls. 

Aus der Nutzung aller innerhalb des Fdrster- Radius von F2 liegenden Farbstoffmolekule Fi folgt auch, daB 
nicht nur die laterale Verteilung von F\ innerhalb der obersten LB-Schichten von entscheidender Bedeutung ist, 

45 sondem auch die Konzentration von Fi in den darunterliegenden Schichten. Aus diesem Grund beschrSnkt sich 
das MeBprinzip auf Schichten bis zu etwa 100 A wirksamer Schichtdicke, denn darunterliegende Molekule Fi 
kdnnen nach Anregung durch Licht ihre Energie nicht mehr in ausreichendem MaBe auf den dann zu weit 
entfernten Farbstoff F2 ubertragen und wurden das zu detektierende Signal, nSmlich die Lichtemission der 
Wellenlange X3 des durch Transfer angeregten Farbstoffs F2, durch ihre eigene Fluoreszenz mit der Wellenlange 

50 ^2 uberwiegend stdren und die Empfindlichkeit des Nachweises unndtig herabsetzen. 

Aus diesem Grund eignen sich ftir die Herstellung dUnner Schichten (100 A oder darunter), die F| enthalten, 
einzig die LB-Schicht-Technologie und die Chemisorption. Namlich bereits die in der Diinnschichttechnologie 
verbreitete Methode des Spin-coating bereitet mit minimalen Schichtdicken von 200 bis 500 A Probleme. 
Gegeniiber dem Aufbringen dunner Schichten durch Chemisorption besitzt die LB-Technik den Vorteil.daB die 

55 Schichten in ihrer Zusammensetzung sehr definiert eingestellt werden kdnnen, was fur die Herstellung reprodu- 
zierbarer Oberfiachen fur Sensoren von entscheidender Bedeutung ist 

Der Donorfarbstoff Fi und die bereits genannten aktiven Stellen zur Anbindung eines Biomolekuls kdnnen 
sich dabet auch in verschiedenen, ubereinander liegenden LB-Schichten befinden. Die Gesamtzahl der fOr das 
Sensorpnnzip wirksamen LB-Schichten bewegt sich im Zahlenbereich von 1 bis 10. 

60 Zum erftndungsgemaBen optischen Biosensor gehoren weiterhin mobile, fluoreszierende MolekOle, die die 
Farbstoffkomponente F2 enthalten und die an die fest in der LB-Schicht verankerten Rezeptormolekille reversi- 
bei gebunden werden. Lediglich im einfachsten Fall, nEmlich der Bestimmung eines selbstfluoreszierenden und 
damit als F2 wirkenden Analyten, ist diese Komponente nicht erforderlich, da F2 und Ligand identisch sind und 
den Analyten darstellen. Zum einen kdnnen die Bindungsstellen der Rezeptoren auf der LB-Schicht durch 

65 fluoreszenzmarkierte Derivate oder Analoga des AnalytenmoIekCils abgesattigt sein, die dann im Kontakt mit 
der Probenldsung vom Analyten kompetitiv verdrdngt werden kdnnen. Zum anderen ist jedoch auch ein 
Sandwich-lmmunoassay mdglich, bei dem eine zweite An von Rezeptoren, beispielsweise Antikdrpern, entwe- 
der an den Komptex zwischen erstem Rezeptor und dem Analyten oder an einen Molekulbereich des Analyten, 
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die an der Bindung zum erscen Rezeptor nicht beteiligt ist. binden. Diese Methoden der Festphasen-lmmunoas- 
says sind prinzipiell Stand der Technik und beispielsweise in der Monographic P. Tijssen, Pratice and Theory of 
Enzyme Immunoassays (R.H. Burdon, Ph.H. van Knippenberg, Herausgeber) Elsevien Amsterdam 1985, darge- 
stellt 

Beispiel 1 

Herstellung eines amphiphilen Fluoreszenzfarbstoffs 

Zu 1,53 g (5mmol) 7-DiethyIamino-3*(p-aminophenyl)cumarin und 0,61 g (5nimol) Triethylamin in 10 ml 
trockenem Chloroform wurden unter Eisbadkuhlung 131 g (5 mmol) Octadecylsaurechlorid in 5 ml trockenem 
Chloroform getropft. Man HeB eine Stunde bei 0-5"^ und 5 Stunden bei Raumtemperatur nachrGhren. Der 
Ansatz wurde zunachst mit verdiinnter Natronlauge. zuletzt mit Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wurde 
zweimal aus Chloroform mit Petrolether 60/70''C gef^lltt. 



H 

N C„H3s 

Y 

o 

(IVa) 



Es wurden 64% der theoretischen Ausbeute des Produktes der obigen Formel mit einem Schmelzpunkt von 
159**Cerhalien. 

»H-NMR (CDCb. int. TMS): 5 « 7.66-6,52 (Multiplett, aromaiische Prolonen); 3,42 (-CH2CH3), 1,22 
{-CH2CH3). 

In analoger Weise wurden auch die weiter vom aufgefuhrten Verbindungen IVb bis IVi hergestellt Einige 
spektroskopische Daten sind In Tab. 1 zusammengestelit 

Tabelle 1 

Spektroskopische Daten amphiphiler Farbstoffe 



Formel Spektroskopische Daten in CH2CI2 





ExCmax 




A Stokes 




X(nni) 


X(nm) 


(nm) 


IVa 


406 


476 


70 


IVe 


528 


549 


21 


IVf 


475 


511 


36 


IVg 


531 


585 


54 


IVh 


460 


495 


35 


IVi 


368 


452 


84 






Beispiel 2 





Herstellung eines polymerisierbaren Fluoreszenzfarbstoffs 



Zu 1,53 g (5 mmol) 7-Diethylamino-3-{p-aminophenyl)cumarin und 0,61 g (5 mmol) Triethylamin in 10 ml 
trockenem Chloroform wurden unter Eisbadkuhlung 0,52 g (5 mmol) Methacryls^urechlorid in 5 ml trockenem 
Chloroform getropft. Man lieB eine Stunde bei 0 — 5®C und 5 Stunden bei Raumtemperatur nachriihren. Der 
Ansatz wurde zun^hst mit Natronlauge, zuletzt mit Wasser bis zur Salzfreiheit gewaschen und zur Trockne 
eingeengt 

Ausbeute: 1,6 g entsprechend einer theoretischen Ausbeute von 86% des Produktes der weiter unten (Tabel- 
le 2) aufgefOhrten Formel Via mit einem Schmelzpunkt von 193— 195''C 

' H- NMR (CDCI3, int TMS): 5 = 9,43 (NH), 7.77-6,49 (Multiplett. arom. Protonen); 536 und 5.47 (H2C = ); 3.44 
(-CH2CH3); 2,04 (« C-CH3); 1,22 (-CH2CH3). 

In analoger Weise wurden auch die ebenfalls in Tabelle 2 aufgefuhrten Verbindungen VIb bis Vlf hergestellt 
Einige spektroskopische Daten sind in Tabelle 2 zusammengestelit 
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Tabelle 2 

Spektroskoptsche Daten polymerisierbarer Fluoreszenzfarbstoffe 



Formel Spektroskopische Daten in CHjCI} 

Exc.m„ Em.m« A Stokes 

X (nm) k (nm) (nm) 
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Formel Spektroskopische Daten in CH^CI} 

Exc.m„ £m.ma« A Stokes 

k (nm) X (nm) (nm) 




450 496 46 



Beispiel 5b 

Herstellung eines Schichtelements mit Fluoreszenzfarbsioff 
Ein durch Ultraschallbehandlung in einer waBrigen Detergenslosung gereinigter und anschlieBend durch 



to 



15 



Beispie) 3 

Herstellung eines Fiuoreszenzfarbstoff enthaltenden Polymeren 20 

6,77 g (20mmol) Octadecylmethacrylat, 4,00 g (20nimol) (2^-DimethyM3-dioxolan>4-yl) •methylenmetha- 
crylst und 1,51 g (4 mmol) des Farbstoffmonomeren des Beispiels 2 wurden in 90 ml absolutem Dioxan geldst und 
nach Zugabe von 1,44 g (0,2 Mol'%) Azo-bis(isobutyronitril) unter Riihren auf 65 - 70**C erwdrmt und 16 
Stunden lang bei dieser Temperatur gehalten. Nach AbkQhIen wurde aus der Reakdonsldsung das Polymer 25 
durch Eintragen in Wasser ausgef^llt Das Polymer wurde durch zweimaliges Ldsen in Chloroform und Fallen in 
Methanol gereinigt 

Es wurden 3,93 g eines gelbgrunen Polymers erhalten, das durch Gelpermeationschromatographie in CH2CI2 
charakterisiert wurde. Gleichzeltige Detektion von Brechungsindex und UV-Spektroskopie tieferte identische 
Molekulargewichtsverteilungskurven, so daB ein gleichmaBiger Einbau des Fiuoreszenzfarbstoff s in das Poly- 30 
mer gewdhrleistet war. Gegenuber einer Polystyrol-Eichung ergaben sich rechnerisch Molmassenwerte 
Mn==64 000undMwB 1 290 000 entsprechend einer Uneinheitlichkeit von 18.1. 

Nach dieser allgemeinen praparativen Vorschrift wurden alle Methacrylat-Copolymere hergestellt 

Beispiel 4 35 
Herstellung eines Schichtelements mit Fiuoreszenzfarbstoff 

a) Polymerer Farbstoff Ein durch Behandlung mit H2O2/H2SO4 gereinigter Objekttrager aus Floatglas 
wurde bis zu einer Tiefe von 30 mm in die waBrige Subphase einer Langmuir-Filmwaage (KSV 2200) bei 40 
20^ C eingetaucht 150 ^1 einer Losung der Verbindung der Formel (Ila) in Chloroform (1 mg/ml) wurden auf 

die Wasseroberflslche aufgespreitet. Nach dem Zusammenschieben der Schicht auf einen Oberflachendruck 
von 25 mN/m wurden durch sukzessives Aus- und Eintauchen (Tauchgeschwindigkeit: 10 mm/min) des 
Objekttragers drei monomolekulare Lagen Polymer ubertragen. Die letzte Schicht wurde dabei beim 
Austauchen ubertragen. Der Trager wurde anschlieBend an der Luft getrocknet Eine Seite des Tr^gers 45 
wurde durch Reinigung mit Chloroform von der Farbstoff schicht befreit 

b) Polymer mit dispergiertem monomeren Farbstoff Ans telle der Losung des farbstoffhaltigen Polymers der 
Formel (Ila) wurde eine Mischung des Polymers der Formel (V), 1 mg/ml, und des monomeren amphiphilen 
Farbstoffs der Formel (Illb) mit X-Y-0. n-18. R^-H, R«-R»-Ci8H37» 1 mg/ml, im Verhaitnis 19 : 1 
verwendet 50 

c) Polymer mit dispergiertem Farbstoff, der Scheibe- Aggregate bildet. 

Aufgezogen wurde eine Mischung des Polymers der Formel (V), 1 mg/ml. und des Farbstoffs der Formel 
(nib)milX-Se, Y-S.R^-R^ = Ci8H37,R^=CH3, 1 mg/ml, im Gewichtsverhaltnis von 1 : 1. 

Beispiel 5a 55 

Adsorption von Fluoreszenzfarbstoffen an ein Schichtelement und Beobachtung von 
Fluoreszenz-Energietransfer 

Ein nach Beispiel 4 hergestelltes Schichtelement wurde in eine L6sung von 10 ~^ mol/l Ruorescein in eo 
Phosphatpuffer, pH 7,0. 5 min lang getaucht Vor und nach dem Versuch wurde ein Fluoreszenzspektrum 
aufgenommea Das Emissionsspektrum verschob sich zum Maximum von Fluorescein hin. 
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Ultraschallbehandlung mit reinem Wasser und weiterer Ultraschallbehandlung (5 min.) in ca. 5 x 10"^ n NaOH 
sowie durch Abspritzen mit reinem Wasser unter einem Druck von 5 atm gespiilter und danach getrockneter 
Glastrager wurde im Exsikkator durch Einwirkung von Hexamethyldisilazan hydrophobiert (30 min. bei 60'' C im 
Wasserstrahlpumpenvakuum). Der GlastrSger wird nach dieser Behandlung kurz in Wasser getaucht und seine 
5 Oberflache nach dem Herausnehmen aus dem Wasser sorgfaltig abgesaugL Auf diesen TrSger wurden nach der 
LB-Technik durch Ein- und Austauschen des Tragers zwei Schichten von Cadmiumarachidat iibertragen. 

Die darauf folgende Schicht des Fluoreszenzfarbstoffs (Vn)=(ina) mit X»Y-0. R'-H, R^-R^-CisHa? 
wurde in unterschiedlicher Organisation, i) als Monomere des Farbstoffs und ii) als Scheibe- Aggregate (I- Aggre- 
gate) des Farbstoffs prapariert und iibertragen. 

10 

i) Monomere des Farbstoffs (VII) 

Ein monomolekularer Film auf Wasser wurde durch Spreiten einer Ldsung erzeugt. die (VII), Methylarachi- 
dat, Arachins^ure und Hexadekan im molaren Verhaltnis I : 2 : 1 8 : 20 in Chloroform enthalt 

ii) Scheibe- Aggregate des Farbstoffs (VII) 

15 Ein monomolekularer Film auf Wasser wurde durch Spreiten einer Ldsung von (VII) und Hexadekan im 
molaren Verhaltnis 1 : 1 in Chlorofom erzeugL 

Der folgende Aufbau des Schichtelements ist fUr Monomere und Scheibe- Aggregate identisch. Nach FCom- 
pression des Films auf einen Schub von 20 mN/m und Lagerung von 10 min. bei konstantem Schub wurde der 

20 Film durch nahezu horizontales Kontaktieren des Tragers mit dem Monofilm auf den Tr^ger Qbertragen. Der 
Trager wurde dann vollstHndig in das Wasser eingetaucht, der restliche Film des Farbstoffs wurde entfemt, und 
ein Monofilm von Stearins^ure durch Spreiten einer 10~^ m Ldsung in Chloroform und Kompression auf 
20 mN/m gebildet Der Trager wurde dann durch senkrechtes Austauchen mit einer Schicht von Stearinsaure 
bedeckt AbschlieBend wurde der Trager mit einer gemischten Schicht von Dioktadecyl-dimethyl-ammonium- 

25 bromid und Methylstearat im Molverhilltnis 1 : 1 durch nahezu horizontales Kontaktieren und vollst^ndiges 
Eintauchen des Tragers beschichtet und unter Wasser mit einem Kuvettenkorper in einer dem Fachmann 
bekannten Weise (siehe P. Fromherz, Biochim. Biophys. Acta. 323 (1973) 326 - 334) zu einer Fluoreszenzkuvette 
zusammengebaut 

30 BeispielSc 

Ein nach Beispiel 5b hergestelltes Schichtelement wurde durch Austausch des waBrigen Mediums ohne 
Beluftung der Oberflache des Schichtelements in Kontakt mit einer waBrigen Ldsung des Analyten (VIII) 
(Forme! siehe unten) in einem 10~^ m Phosphatpuf fer, pH « 7,0, gebracht Infolge Bindung des an die OberfllLche 
35 des Schichtelements wird die Fluoreszenzintensit^t von (VII) im Fall der Scheibe-Aggregate in AbhSingigkeit 
von der Konzentration des Analyten in der angrenzenden Ldsung und der Zeit nach Herstellen des Kontakts 
emiedrigt. Im Fall einer 10*^ m Ldsung von (VIII) betragt die Intensitat der der Emission bei 404 nm und 
Anregung bei 366 nm nach 90 min. 33% der Intensitat in Abwesenheit von (VIII), im Fall einer 10"^*^ m Ldsung 
85%. 

40 ErwartungsgemaB wird eine deutliche Abstandsabhangigkeit dieses Ldscheffekts beobachtet, wenn durch 
Einbau einer Doppelschicht von Cadmiumstearat zwischen der Stearinsaureschicht, die sich im Kontakt mit der 
Farbstoffschicht von der Oberflache des Schichtelements vergrdBert wird Die Intensitat der Emission des 
Scheibe- Aggregates bei 404 nm betragt f0r eine 10~' m Ldsung von (VIII) dann 90% der bei Abwesenheit von 
(VIII) beobachteten Intensitat. 

45 Die Bindung des Analyten (VIII) an die Oberflache des Schichtelements laBt sich auch durch Messung der 
Fluoreszenz von (VIII) bei 510 nm nachweisen. Eine direkte Anregung (Emission des Analyten) ist bei 470 nm 
mdglich, wahrend die Anregung von (VII) und nachfolgende Energieubertragung zu einer maximalen Emission 
des Analyten fuhrt, falls sie bei 366 nm (Monomere) bzw. 402 nm (Scheibe-Aggregate) erfolgt Das Verhaltnis 
der Fluoreszenzintensitaten bei 510 nm nach indirekter Anregung und Energietransfer (Ivn) und bei direkter 

50 Anregung des gebundenen Analyten (U) ist der Verstarkungsfaktor und kann aus dem Anregungsspektrum der 
Emission bei 510 nm bestimmt werden. Man findet fiir 

a) Monomere: 

55 Ivir/U « 3 fur 10~^ m Ldsung von (VllI) 
Ivii/Ia - 35 fur 1 0"* m Ldsung von (VIII) 

b) Scheibe-Aggregate: 

60 Ivn/U = 380 for lO"® m Ldsung von (VIII) 
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COOH 




(vm) 



(H5C2)2N O 10 

Beispiel 6 

Adsorption von fluoreszenzmarkiertem Protein an ein Schichtelement und Beobachtung von is 

Fluoreszenz-Energietransfer 

Ein nach Beispiel 4 hergestelltes Schichtelement wurde mil 50 ^1 einer Losung von mit Tetramethylrhodamin- 
isothiocyanat (TRITC) markiertem Lectin Concanavalin A (I mg/ml) betropft und ein zweiter, unbehandelier 
Objekttrager gleicher GroQe derart angepreBt, daB sich die FlQssigkeit gleichmSBig und ohne Luftblasen auf der 20 
Langmuir-Blodgett(LB)-Schicht verteilte. Nach einer Stunde Einwirkungszeit wurden beide Tr^ger getrennt 
und der beschichtete dreimal mit w^Brigem Phosphatpuffer, 10 mmol/1, pH 6A, gewaschen. AnschlieBend wurde 
ein Fluoreszenzspektrum gemessen und mit dem eines nicht mit Protein behandelten Schichtelements vergli- 
chen. Man erkannte eine zusatzliche Bande der TRITC-Emission. Wurden uber die farbstoffhaltige LB-Schicht 
zwei bis sechs Farbstoff-freie Lagen aufgebracht, so sinkt die IntensiUt dieser Bande in Abh^ngigkeit von der 25 
Schichtdicke bis auf Null. 

Beispiel 7 (zum Vergteich) 
Hersteliung von Schichtelementen mit altemativen Techniken 30 

a) Anstrich-Technik 

50 einer Ldsung des Polymers (Ila), 1 mg/ml, in Chloroform wurden auf einen Objekttrager gebracht Mit 
Hilfe eines zweiten Objekttragers wurde die Farbstoffldsung mdglichst gleichmaBig auf dem ersten ausgestri- 
chen. An diese Farbstofflage wurden dann, wie in Beispiel 6 beschrieben, 50 |il TRITC-ConA adsorbiert und die 35 
Fiuoreszenz gemessen. Neben der sehr intensiven Bande von (Ha) ist die Fluoreszenz des TRITC nicht eindeutig 
nachzuweisen. 

b) Lackschleuder-Technik (Spin-Coating) 

0,0193 bis 0,244 mg des Polymers (Ila) wurden in 0;25 bis 1,5 ml Chloroform oder Dimethylformamid geldst und 
mit Hilfe eines Spin -Coalers auf einen gereinigten Glastrager von 1 0 cm Durchmesser aufgegeben. Fluoreszenz- 40 
messungen der erhaltenen Glaspiattchen zeigten eine sehr heterogene Verteilung der Farbstoffdichte, so daB 
keine Energietransfer-Messungen gemacht werden konnten. 

Beispiel 8 

45 

Messung der Grenzempfindlichkeit des Forster-Energietransfersystems 

Ein nach Beispiel 4 hergestelltes Schichtelement (DonorfarbstofQ wurde zusatzlich zunachst mit zwei Lagen 
des Polymers (V), dann mit einer Lage des Polymers (V), dem eine definierte Menge eines amphilien Akzeptor- 
farbstoffes zugemtscht ist, belegt An diesem Schichtelement wurde die Fluroeszenz gemessen. Durch Variation 50 
der Akzeptorfarbstoffmenge wurde diejenige Grenzkonzentration festgestellt, bei der die Fluoreszenz dieser 
Substanz gerade noch detektierbar war. Die folgende Tabelle stellt diese Werte fOr verschiedene Systeme dar: 



Donorfarbstoff 



Akzeptorfarbstoff 



Grenzkonzentration 
(lO-'^mol/mm^) 
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nach 4a 
nach 4b 
nach 4c 
nach 4c 



(Ci8*Rhodamin) 



(Ci 8- Aminofluorescein) 



3 

0.3 
03 
3 
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Patentanspruche 

65 

1. Optischer Biosensor auf der Basis des Fluoreszenz- Energietransfers, bestehend aus 

a) einem festen Trager, 

b) einer auf a) angebrachten ein- oder mehrlagigen Langmuir-Blodgett(LB)-Schicht, 
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c) mindestens einem Fluoreszenzfarbstoff Fi, der in mindestens einer der oberen 4 Lagen der LB- 
Schicht angeordnet ist, 

d) einem zur spezifischen Wechsetwirkung befahigten MoIekQl (Rezeptor), das in oder an der obersten 
Lage der LB-Schicht gebunden oder angeordnet ist, und 

e) einem mobilen Fluoreszenzfarbstoff F2, dessen Anregungsbande fur einen Energietransfer ausrei- 
chend mit der Emissionsbande von Fi iiberlappt und der 

el) kovalent an einen Liganden gebunden ist, der an den Rezeptor bindungsf^hig ist oder der 
e2) kovalent an einen anderen Rezeptor gebunden ist, der an den Komplex aus erstem Rezeptor 
und Ligand bindungsfUhig ist 

wobei der Ligand bzw. der Ligand und der zweite Rezeptor zunachst nicht an die LB-Schicht 
gebunden stnd. 

2. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der verwendete feste TrUger aus Glas, Quarz- 
glas, Li-niobat, Zinkselenid, Porzellan, Halbleitermaterialien, wie Germanium, GaAs oder Silizium, einem 
Metall, einem Kunststoff oder einem metallisierten Kunststoff besteht, wobei der feste Trager oberflachen- 
modifiziert sein kann. 

3. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichneudaB die Matrix der LB-Schicht ein Polymer ist. 

4. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Ft kovalent an die Matrix gebunden ist 

5. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB der Farbstoff Fi mit einer amphiphilen Matruc 
kogespreitet ist bevorzugt dafl ein Scheibe-Aggregate (J-Aggrate) bildender Farbstoff Fi kogespreitet ist. 

6. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB der Farbstoff Fi in mindestens einer der beiden 
oberen Lagen der LB-Schicht angeordnet ist 

7. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB das Rezeptormolekiil kovalent bevorzugt uber 
ein SpacermolekQI, an die oberste LB-Schicht angebunden ist 

8. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB das RezeptormolekQl Qber einen hydrophoben 
Membrananker an die oberste Schicht angeordnet ist 

9. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB an die Bindungsstellen der Rezeptormolekule 
ein fluoreszenzfarbstoffmarkierter oder selbstfluoreszierender Ligand bindet oder daB ein nicht fluores- 
zenzmarkierter Analyt kompetitiv einen zunachst an die Bindungstellen der Rezeptormolektile gebundenen 
und fluoreszenzmarkeirten Liganden verdr^ngt 

10. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB zu der Analyten!5sung ein zweites, mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff F2 markiertes RezeptormolekQl zugesetzt wird, das entweder spezifisch an den Kom- 
plex aus Rezeptor und Analyt oder an einen anderen MolekQlbereich des Analyten ats der Rezeptor in der 
Art eines Sandwich-Assay bindet 
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